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遺伝子である Period1 遺伝子にルシフェラーゼ遺伝子を組み込んだ Per1-luc 
（Period1-luciferase；Period1 ルシフェラーゼ） ラットを用い，非妊娠時，胎生 12
日，胎生 22 日（妊娠末期）における子宮の生物時計としての機能について，明暗環
境と恒暗環境下で検討した．さらに，in situ hybridization にて，胎生 12 日，胎生
22 日における胎盤および脱落膜の Per1 mRNA の発現パターンについても確認した．
in vitro では，非妊娠時，妊娠期間中とも，明暗環境下で，子宮の Per1-luc の発現に
消灯時間付近をピークとする明確な概日リズムを認めた．恒暗環境下においても，同
様に Per1-luc の発現に概日リズムが観察された．脱落膜においては，明暗環境下で，
Per1 mRNA の発現は消灯後 6 時間の夜間にピークのある概日リズムを示し，恒暗環
境下では，胎生 22 日にのみ同様に Per1 mRNA の発現に概日リズムが観察された．

















る生物時計を統合していると考えられている 1), 2), 3)．妊娠中，子宮内の胎児にも生物
時計が存在することが分かっており，胎児自身の生物時計を子宮外環境に合わせるた
めに，胎盤を介したホルモンや栄養による母体からの信号を利用している 4), 5)． 
近年，生物時計の概日リズムの発振機構に関して遺伝子レベルで明らかになりつつ
ある．時計遺伝子産物は転写調節因子として機能し，BMAL1-CLOCK 蛋白が結合し



















な時計遺伝子のひとつである Per1 遺伝子の発現を検討した．in vitro で、この遺伝
子操作動物の子宮と胎盤組織から放出される生物発光を記録し，組織の概日リズムを







 この研究のため，ホタルのルシフェラーゼ遺伝子を 6.7kb の Period1 遺伝子のプロ
モーター部分につなげ，それを組み込んだ遺伝子操作 Per1-luc ラット（Japanese 
Wistar）のホモを交配し，ホモの胎仔を妊娠させた．これらの動物の繁殖の詳細や方
法についてはすでに発表されている 9), 10)．子宮と胎盤組織のPer1-lucの測定のため，
期間内に妊娠した Per1-luc ラット（n = 5）を 12：12 時間の明暗環境（8 時に点灯し
20 時に消灯；明期のケージ内の照度は 200 lux）もしくは恒暗環境下で個別のケージ
にて飼育し，餌は制約なく与えた．ラットの行動量は，オンラインシステム（Actograph 
System，Rapid Fire Computer，Japan）を用い，赤外線モーションセンサーにて記
録した．胎盤の in situ hybridization のため，Per1-luc ラット作製に使用した野生型




Ⅱ子宮，胎盤そして母体の視交叉上核における Per1-luc の概日リズムと位相の評価 




る目的で非妊娠 Per1-luc ラット（n = 5）を用いた．我々は Zeitgeber Time（ZT）11，
すなわち消灯の 1 時間前（点灯の時間は ZT0，消灯の時間は ZT12 とする）に非妊娠
ラットを解剖し，速やかに子宮と視交叉上核を摘出した．さらに，妊娠 Per1-luc ラ
ットも子宮，胎盤，そして視交叉上核における Per1-luc の発現を記録する目的で，
非妊娠 Per1-luc ラットと同じ方法で胎生 12 日（n = 5）及び胎生 22 日，すなわち予
定日前日（n = 5）に解剖した． 我々は，妊娠 Per1-luc ラットを ZT11 に解剖し，速
やかに子宮，胎盤，そして視交叉上核を摘出した．ZT11 から ZT11.5 の間に，子宮角
の子宮組織（厚さ 1 mm），胎盤の脱落膜と迷路部の組織（厚さ 1 mm），そしてそれ
ぞれの Per1-luc ラットの脳から視交叉上核の組織切片（vibroslicer による厚さ
300μm の冠状断切片）を， 10 mM の HEPES（Sigma），2％ B27，25 U/mL のペ
ニシリン，25 μg/mL のストレプトマイシン，2.2 mg/mL の NaHCO3，4mM の
L-glutamine，そして 0.1mM の beetle luciferin（Promega，Madison，WI）が添加









つメラトニン分泌等の生理機能の影響を除外するため，もう 1 組の非妊娠（n = 5），
妊娠（胎生 12 日，胎生 22 日各々に n = 5）Per1-luc ラットを恒暗環境にて飼育した．
光環境の影響を評価するためのプロトコールとしては，恒暗条件 2 日間が標準的であ
り，暴露期間として十分であることから，恒暗環境下においた 2 日目，ラットの視覚
感知閾値外の赤色光下で（< 0.1 lux），これらのラットを Circadian time（CT）11




 各々の培養組織から放出された光子の数は，前述のように 9)，exmax software（gift 
from Mr. Tsuyoshi Yaita and Dr. Shigenobu Shibata，Waseda University，Tokyo，
Japan）を用いて変換し，連続した 2 時間の平均でトレンド除去を行った 5), 11), 12)．
Per1-luc 活性の周期（in vitro で 12 から 48 時間まで記録）は，前述のように 9), 13)，
個々の視交叉上核の培養組織で評価され，1 番目と 2 番目のピークの間の周期と 2 番
目と 3 番目のピークの間の周期を平均することにより算出した． 子宮と視交叉上核
の培養組織の Per1-luc の振幅は，生物発光のトレンド除去した曲線の 1 番目の谷と 2





Ⅲ脱落膜及び胎盤における Per1 mRNA の発現の評価 
 胎生 12 日と胎生 22 日において，野生型ウィスターラットを明暗環境下の 4 つの時
刻で断頭した： ZT0，ZT6，ZT12，そして ZT18（各々の時刻において n = 5）．明暗
環境の影響を取り除くため，もう 1 組の妊娠した野生型ウィスターラットを恒暗環境
下へ移動させ，恒暗環境での 2 日目に，同様に 4 つの時間で断頭した：CT0，CT6，
CT12，そして CT18．恒暗環境下では，断頭はラットの視覚感知閾値外の赤色光下（< 
0.1 lux）で行われた．脱落膜及び胎盤は速やかに摘出し，ドライアイスの中で冷凍し
た．組織は，in situ hybridization のために切り出すまで，－80℃で保存した．本研
究では胎盤組織において部位特異的に mRNA の発現量の検討を行う必要があり，
mRNA の破壊を最小限に防ぐ目的で凍結切片を使用した． 
 in situ hybridization にて，胎盤における Per1 mRNA の発現レベルを測定した．
胎盤組織は，クリオスタット（HM505E，Microm，Germany）にて，薄切片（厚さ
40 μm）として切り出した．[RI: a[33P]UTP（New England Nuclear，USA）]によ
るアンチセンス・センス鎖の相補的 RNA の放射性同位元素による標識と，in situ 
hybridization の手順については，すでに報告されている方法に従った 14), 15)．標識さ
れたアンチセンス・センス鎖の相補的 RNA プローブは，京都大学の岡村先生から寄






1 つの胎盤につき 4 切片サンプリングした組織の明暗度の平均として算出した．胎盤
における Per1 mRNA の発現の概日リズムを検出するため，one-way ANOVA を用い
た（p < 0.05）． 
 
5．研究結果 
Ⅰ 妊娠ラットの子宮における Per1 遺伝子発現の概日リズム 






ける Per1-luc 発現には概日リズムが認められた（周期: 24.1 ± 0.8 時間，mean ± 
S.D. ，以下同じ; 振幅: 16,663 ± 4,262 photons / min; 図 1A，表 1）（Hastings et 
al. 2003; Dolatshad et al. 2006; Maywood et al. 2007）．妊娠中期の胎生 12 日にも，
明らかな Per1-luc 発現の概日リズムが観察された（周期: 24.1 ± 0.5 時間; 振幅: 
29,686 ± 14,961 photons / min; 図 1B，表 1）．妊娠末期，すなわち予定日前日の
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胎生 22 日でも同様に Per1-luc 発現の概日リズムが観察された（周期: 25.1 ± 0.7 時
間; 振幅: 19,722 ± 10,786 photons / min; 図 1C，表 1）．非妊娠のラットでは，子
宮の概日リズムのピークは母体の視交叉上核のピークの約 3 時間後であった．子宮と
母体の視交叉上核との Per1-luc 発現リズムの位相関係は，妊娠ラットでも同様であ
った（one-way ANOVA，p > 0.05，表 1）． 
 恒暗環境でも，同様の結果が得られた: 非妊娠の子宮組織（周期: 24.7 ± 1.1 時間; 
振幅: 19,013 ± 11,303 photons / min; 図2A，表1），胎生12日の子宮組織（周期: 24.0 
± 1.0 時間; 振幅: 12,934 ± 7,538 photons / min; 図 2B，表 1），胎生 22 日の子宮
組織（周期: 24.2 ± 0.7 時間; 振幅: 12,332 ± 9,063 photons / min; 図 2C，表 1）．
明暗・恒暗環境の両方で，子宮のピークの位相は母体の視交叉上核のそれと比較して
約 3 時間遅れていた．非妊娠 Per1-luc ラット，妊娠した Per1-luc ラットのどちらに
おいても，子宮と母体の視交叉上核の間の位相差に変化はなかった（one-way ANOVA，
p > 0.05，表 1）． また，明暗環境下，恒暗環境下ともに，自律振動する培養子宮組
織の周期と振幅は，妊娠期の影響を受けなかった（one-way ANOVA，p > 0.05，表 1）．  
 
Ⅱ 妊娠ラットの胎盤迷路部と脱落膜における Per1 遺伝子発現の概日リズム 











や脱落膜を含む培養組織において，CREB を介した Per1 遺伝子のプロモーター刺激
物質であるフォルスコリンの添加により，再度一過性に Per1-luc 遺伝子発現を増加
させたことから否定できる（データは掲示されていない）． 
 さらに我々は，明暗環境下，恒暗環境下での胎生 12 日と胎生 22 日の脱落膜及び胎
盤における Per1 mRNA の発現について，in situ hybridization によって評価した．
明暗環境下，恒暗環境下ともに，妊娠中の迷路部においては，明らかな概日リズムは
観察されなかった（one-way ANOVA，p > 0.05，図 4-7）．それに対し，明暗環境下
で，脱落膜において，Per1 mRNA 発現の概日リズムが胎生 12 日，胎生 22 日ともに
検出された（one-way ANOVA，p < 0.05，図 4-7）．しかしながら，恒暗環境下にお
いて，胎生 12 日には，脱落膜においてさえも，概日リズムは指摘されなかった
（one-way ANOVA，p > 0.05，図 6）． 
 
Ⅲ 妊娠中の母体視交叉上核における Per1 遺伝子発現の概日リズム 
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 明暗環境下（図 8），恒暗環境下（図 9）において，非妊娠，妊娠ラットともに母体
視交叉上核における Per1-luc 遺伝子発現の概日リズムが示された．明暗環境下，恒
暗環境下どちらにおいても，非妊娠と妊娠ラットとの間には，視交叉上核の Per1-luc
遺伝子発現の概日リズムに変化はなかった（表 1; one-way ANOVA，p > 0.05）．  
 
6．考察 



























Per1-luc の発現に概日リズムは観察されなかった．脱落膜では Per1-luc の発現に持
続した概日リズムは観察されず，1 から 2 サイクルの概日リズムを示した後，消失し
た．この結果は，in vitro で酢酸メドロキシプロゲステロンと N6,2-O-ジブチリル
cAMP（cyclic AMP）により脱落膜化を誘発した後の子宮の間質細胞にて，Per2-luc
発現に 1 度だけピークを認め，持続した概日リズムを認めなかったとの実験結果 20)
により部分的に支持される．我々は，in situ hybridization により，脱落膜及び胎盤






しないことを示唆している．しかしながら，胎盤において Mel 1a receptor（メラト
ニン受容体）の発現に明確な概日リズムがあると報告されている 21)．メラトニン投与
は Mel 1a receptor mRNA の発現を誘発するものの，胎児の臓器では Period2 などの
時計遺伝子の mRNA の発現には影響せず 22)，母体からのメラトニン分泌の概日リズ
ムは Mel la receptor の発現を誘導する原因となるものの，胎児側組織である迷路部
の生物時計の同調には寄与しないと考えられる．また，胎児由来の組織である胎盤迷
路部において，Per1-luc の発現及び Per1 mRNA の発現に概日リズムが認められない
という今回の結果は，精巣や胸線といった細胞分化が進行中の成人の組織においても，
概日リズムが認められないというこれまでの報告と類似している 17)．脱落膜に比べ，
迷路部の Per1 mRNA 発現レベルが同等あるいは相対的に多い点については，in vivo













生理機能を獲得するために概日リズムの環境が重要であることを示唆している 5), 32), 
33), 34), 35), 36), 37), 38)． 
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図 1. 明暗環境下における Per1-luc ラットから体外移植された子宮組織からの Per1-luc 発
光リズム．12：12 時間の明暗環境で，餌は制約なく与えた Per1-luc ラットの非妊娠時（A），
胎生 12 日（B），胎生 22 日（C）における子宮組織からの生データを示す．先行研究 9), 13）



























図 2. 恒暗環境下における Per1-luc ラットから体外移植された子宮組織からの Per1-luc 発
光リズム．ラットは，生物時計への光環境の影響を取り除くため，移植に先立ち恒暗環境下
に 2 日間おいた．恒暗環境下で，餌は制約なく与えた Per1-luc ラットの非妊娠時（A），胎生
12 日（B），胎生 22 日（C）における子宮組織からの生データを示す．ここでは，統計上選






























図 3. 明暗環境下における Per1-luc ラットから体外移植された脱落膜及び胎盤組織からの
Per1-luc 発光リズム．12：12 時間の明暗環境で，餌は制約なく与えた Per1-luc ラットの胎
生 22 日における脱落膜及び胎盤組織からの生データを示す．脱落膜（A）は，in vitro にお








































図 4. 明暗環境下における胎生 12 日の野生型母ラットから取り出した脱落膜及び胎盤の
Per1 遺伝子の mRNA の発現．（A）提示されている in situ hybridization のフィルム画像は，
胎生 12 日の Zeitgeber time（ZT）6 と ZT18 における，脱落膜及び胎盤の Per1 mRNA 発現
の変化を示している．点灯と消灯の時間はそれぞれ ZT0 と ZT12 とした．D，decidua；脱落
膜．J，junctional zone．L，labyrinth；迷路部．The bar = 1mm．（B）in situ hybridization
後，HE 染色された脱落膜と junctional zone．The bar = 1mm．（C）in situ hybridization
後，HE 染色された迷路部．The bar = 1mm．（D）脱落膜と迷路部における， Per1 mRNA
の発現量を 24 時間で示したグラフ（各々のサンプリング時間につき n = 5，mean ± S.E.）．
グラフの上部にある白と黒の水平棒は，各々明期と暗期を表している．迷路部では Per1 
mRNA の発現に概日リズムが観察されない（one-way ANOVA，p > 0.05）一方で，脱落膜
































図 5. 明暗環境下における胎生 22 日の野生型母ラットから取り出した脱落膜及び胎盤の
Per1 遺伝子の mRNA の発現．（A）提示されている in situ hybridization のフィルム画像は，
胎生 22 日の Zeitgeber time（ZT）6 と ZT18 における，脱落膜及び胎盤の Per1 mRNA 発現
の変化を示している． D，decidua；脱落膜．J，junctional zone．L，labyrinth；迷路部．
The bar = 1mm．（B）in situ hybridization 後，HE 染色された脱落膜と junctional zone．
The bar = 1mm．（C）in situ hybridization 後，HE 染色された迷路部．The bar = 1mm．（D）
脱落膜と迷路部における， Per1 mRNA の発現量を 24 時間で示したグラフ（各々のサンプ
リング時間につき n = 5，mean ± S.E.）．グラフの上部にある白と黒の水平棒は，各々明期と
暗期を表している．迷路部では Per1 mRNA の発現に概日リズムが観察されない（one-way 
ANOVA，p > 0.05）一方で，脱落膜では Per1 mRNA の発現に概日リズムを認める（one-way 































図 6. 恒暗環境下における胎生 12 日の野生型母ラットから取り出した脱落膜及び胎盤の
Per1 遺伝子の mRNA の発現．（A）ラットは，生物時計に対する光環境の影響を取り除くた
め，組織の外植に先立ち 2 日間恒暗環境下においた．提示されている in situ hybridization
のフィルム画像は，胎生 12 日の Circadian time（CT）6 と CT18 における，脱落膜及び盤
の Per1 mRNA 発現の変化を示している．CT0 と CT12 は各々明暗環境下における点灯と消
灯の時間にほぼ一致する． CT0 は活動の終了時間とした（使用したラットは夜行性である）．
D，decidua；脱落膜．J，junctional zone．L，labyrinth；迷路部．The bar = 1mm．（B）
in situ hybridization 後，HE 染色された脱落膜と junctional zone．The bar = 1mm．（C）
in situ hybridization 後，HE 染色された迷路部．The bar = 1mm．（D）脱落膜と迷路部に
おける， Per1 mRNA の発現量を 24 時間で示したグラフ（各々のサンプリング時間につき n 
= 5，mean ± S.E.）．グラフの上部にある黒の水平棒は，24 時間継続した暗期を表している．
脱落膜，迷路部ともに Per1 mRNA の発現に概日リズムは観察されない（one-way ANOVA，
































図 7. 恒暗環境下における胎生 22 日の野生型母ラットから取り出した脱落膜及び胎盤の
Per1 遺伝子の mRNA の発現．（A）ラットは，生物時計に対する光環境の影響を取り除くた
め，組織の外植に先立ち 2 日間恒暗環境下においた．提示されている in situ hybridization
のフィルム画像は，胎生 22 日の CT6 と CT18 における，脱落膜及び胎盤の Per1 mRNA 発
現の変化を示している．D，decidua；脱落膜．J，junctional zone．L，labyrinth；迷路部．
The bar = 1mm．（B）in situ hybridization 後，HE 染色された脱落膜と junctional zone．
The bar = 1mm．（C）in situ hybridization 後，HE 染色された迷路部．The bar = 1mm．（D）
脱落膜と迷路部における， Per1 mRNA の発現量を 24 時間で示したグラフ（各々のサンプ
リング時間につき n = 5，mean ± S.E.）．グラフの上部にある黒の水平棒は，24 時間継続し
た暗期を表している．迷路部では Per1 mRNA の発現に概日リズムが観察されない（one-way 
ANOVA，p > 0.05）一方で，脱落膜では Per1 mRNA の発現に概日リズムを認める（one-way 



































図 8. 明暗環境下における Per1-luc ラットから体外移植された母体視交叉上核組織からの
Per1-luc 発光リズム．12：12 時間の明暗環境で，餌は制約なく与えた Per1-luc ラットの非






































図 9. 恒暗環境下における Per1-luc ラットから体外移植された母体視交叉上核組織からの
Per1-luc 発光リズム．ラットは，生物時計への光環境の影響を取り除くため，移植に先立ち
恒暗環境下に 2 日間おいた．恒暗環境下で，餌は制約なく与えた Per1-luc ラットの非妊娠時



























in vitro における，明暗環境（LD；light-dark cycle）と恒暗環境（DD；constant darkness）
下の非妊娠（n = 5），妊娠（胎生 12 日（E12）と胎生 22 日（E22）それぞれに n = 5）Per1-luc
ラットの子宮と視交叉上核の Per1-luc 発現の概日リズムのピーク，周期および振幅（各々n = 
5，mean ± S.D.）．ピークは，先行研究 9), 13)より，in vitro における最初の日（移植後 1 か
ら 2.5 日）のピークとした．one-way ANOVA では，子宮，視交叉上核ともに，ピークと周
期において，LD と DD の間で明らかな違いはなかった（p > 0.05）． 
